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摘要: 研究桑黄素( M or in)对蘑菇酪氨酸酶单酚酶和二酚酶活力的影响和抑制效应的结果表明: 桑黄素对蘑菇酪氨酸酶
的单酚酶和二酚酶活性均有抑制作用 ;导致单酚酶活力和二酚酶活力下降 50%的抑制剂浓度( IC50 )分别为 0. 08 和 1. 02
mmol/ L ;桑黄素对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶的迟滞时间有明显的延长效应, 0. 175 mmo l/ L 桑黄素使得单酚酶的迟滞时间
从 24 s 延长到362 s, 迟滞时间增加了 14 倍, 酶的稳态活力下降了 61. 9% ;桑黄素对二酚酶的抑制作用表现为竞争性可逆
抑制作用,抑制常数为 0. 55 mmo l/ L.
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色素瘤和老年性痴呆等医药上[ 3] , 也被应用于水果蔬







1. 1  材  料
蘑菇酪氨酸酶购于 Sig ma 化学公司, 比活力为
6 680 U/ m g;桑黄素( Mo rin)和二甲亚砜( DMSO)为
Sig ma化学公司产品; L-酪氨酸( Tyr )和 L-3, 4-二羟基
苯氨酸( L-DOPA)为 A ldrich化学公司产品.其它试剂
为国产分析纯, 使用的蒸馏水为玻璃重蒸水.
1. 2  方  法
酪氨酸酶的酶活力测定参考文献[ 7] . 分别以 0. 5
mmo l/ L L-酪氨酸和 L-DOPA 作为单酚酶和二酚酶
的测活底物,酶的终浓度为 6. 67 Lg / mL. 在测定的比
色杯中,先加入 0. 1 mL DM SO 溶液含不同浓度的效
应物(桑黄素) , 同时加入 2. 8 mL 的 0. 05 mo l/ L 磷酸
缓冲液( pH 6. 8)含 0. 5 mm ol/ L 底物溶液, 置于测定
仪器 U V-650分光光度计,在 30 e 下保温 5 m in,达恒
温后,加入 0. 1 mL 200 Lg/ m L 的蘑菇酪氨酸酶水溶
液,监测 475 nm 的光密度值随反应时间的增长直线,
从直线的斜率求得酶活力. 产物的消光系数按 3 700
( mo l/ L # cm) - 1计算[ 8] . 测定溶液中 DMSO 的终浓度
为3. 33% ,酶的终浓度为 6. 67 Lg/ m L.
桑黄素对酶活力的影响实验通过在测活体系中加
入不同浓度的效应物,检测酶的剩余活力来判断, 对照
组的加入 3. 33% DMSO 排除 DM SO 的影响.桑黄素
对二酚酶的抑制作用通过改变加入的酶量, 测定含不
同浓度效应物下,酶活力与酶量的关系来判断.酶的抑
制作用动力学通过 Linew eaver-Bur k 双倒数作图, 比
较酶催化反应的动力学参数 K m 和 Vm 的变化来判断
抑制作用类型[ 9] .
2  实验结果
2. 1  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活力影响
的浓度效应
以桑黄素为效应物, 以 L-T yr 为底物测定蘑菇酪
氨酸酶单酚酶催化反应的动力学曲线(图 1) . 反应开
始时,产物的形成量缓慢地上升,到一定时间后成直线
上升,反应体系达到恒定的斜率, 说明已达到稳定态.
直线部分外推得到横轴的截距为迟滞时间 [ 10] . 结果表
 图 1  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶的效应
曲线 1~ 6 桑黄素浓度分别: 0、0. 025、0. 050、
0. 075、0. 135、0. 175 mmol/ L
 F ig . 1  Effect o f M or in o n t he monophenolase act ivity o f







桑黄素浓度作图, 结果见图 2. 随着桑黄素的浓度增
大,酶稳定态活力呈指数下降(图 2曲线 1) , 测定导致
酶活力下降 50%的抑制剂浓度( I C50 )为 0. 080 mmo l/
L, 而酶反应的迟滞时间成直线增大(图 2曲线 2) . 没
有加入桑黄素时,酶反应的迟滞时间为 24 s,当桑黄素




2. 2  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶二酚酶活力的影
响
以 L-DOPA 为底物, 测定蘑菇酪氨酸酶的二酚酶
活性,酶反应的进行曲线为通过原点的一直线,产物的
形成量与反应时间成正比关系, 直线的斜率即为酶活




致酶活力下降一半所需的抑制剂浓度( I C50 )为 1. 02




 图 2  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶的单酚酶的稳定态( 1)和迟
滞时间( 2)的影响
 F ig . 2  Effects of M or in o n the steady- stat e activ ity ( 1)
and t he lag t ime ( 2) o f mono pheno lase o f mush-
ro om ty ro sinase
 图 3  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶的二酚酶活力影响的浓度
效应
 Fig . 3  Effect o f M o rin on the dipheno lase activit y o f











以 Linew eaver-Burk双倒数作图, 结果见图 4.桑黄素
对蘑菇酪氨酸酶抑制作用的 K m 值随着抑制剂浓度的
增大而增大,而 V m 不随着抑制剂浓度增大而变化.表
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 图 4  桑黄素对蘑菇酪氨酸酶二酚酶的抑制作用
直线 1~ 5 桑黄素浓度分别: 0、0. 2、0. 4、0. 6 和 0. 8
mmol # L - 1
 F ig . 4  Inhibito ry ty pe and inhibition co nstant of M or in





物( ES)结合.以不同浓度桑黄素下测定的 K m 对抑制
剂浓度作图(图 4内插图)为一条直线, 从直线的斜率
可以求得抑制常数 K I 为 0. 55 m mol/ L .
3  讨  论
蘑菇酪氨酸酶具有单酚羟化酶和二酚加氧酶活
性,可以先羟化酪氨酸产生邻位二羟基苯丙氨酸(单酚










I C50分别为 0. 08和 1. 02 mmo l/ L .
目前, 用作化妆品增白作用的添加剂主要有曲
酸[ 11]和熊果甙[ 12] . 它们都是通过抑制酪氨酸酶活力而
达到增白效果. 与曲酸、熊果甙相比较, 桑黄素对酪氨
酸酶的抑制作用明显低于曲酸而高于熊果甙,对于单
酚酶活力, 0. 06 m mol/ L 的曲酸可以使迟滞时间延长
6. 5倍, 而同样浓度的桑黄素和熊果甙分别可以使单
酚酶的迟滞时间延长 1. 1 倍和 0. 8 倍; 曲酸和桑黄素
的 I C50分别为 0. 031和 0. 08 m mol/ L ,而 0. 16 m mol/
L 的熊果甙仅使单酚酶稳态活力下降 16%. 对单酚酶
的抑制强度依次为: 曲酸> 桑黄素> 熊果甙. 对于二酚
酶来说,桑黄素和熊果甙的抑制作用类型属于竞争性,
而曲酸是混合型类型, 它们的 I C50分别为 1. 02、5. 30
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Inhibitory Effects of Morin on Mushroom Tyrosinase
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Abstract: T yr osinase ( 1. 14. 18. 1) is a metalloenzy me o xidase which catalyzes tw o distinct reactions of melanin sy nthesis: the hy-
dro xy lat ion of a mo no phenol and the ox idation of o- diphenol to t he cor respo nding o- quino ne. In this pa per, w e find t hat M o rin has po-
tent inhibito ry effects on the mo no phenolase and o- diphenolase activ ity of mushro om tyr osinase. T he inhibitio n kinet ics and mecha-
nism of t his co mpo und o n the enzy me wer e further studied. T he results show ed that the inhibition of M o rin w as a rev ersible r eaction
with r emaining enzy me activity. T he inhibitor co ncentrat ions leading to 50% ( IC50 ) activity lost w ere estimated to be 0. 08 mmol/ L
for mo no phenolase activ ity and 1. 02 mmol/ L fo r diphenolase, respectively. M or in can ex tend the lag time of mushr oom ty ro sinase for
ox idat ion o f L- ty ro sine, and it led to ex tending the lag time f rom 24 s to 362 s when its concentr ation was at 0. 175 mmol/ L . T he inh-i
bition kinetics analy zed by L inew eaver- Burk plots show ed that M or in w as a co mpetit ive inhibitor to the enzyme fo r the ox idatio n of L-
DOP A, and the inhibitio n co nstant was determined to be 0. 55 mmo l/ L.
Key words: mushr oom ty ro sinase; monophenolase activit y; o- dipheno lase activity; M or in; Inhibito ry mechanism
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